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RESUMEN 
 
El objetivo del presente estudio fue evaluar la cantidad y calidad de ovocitos 
recuperados por ovum pick-up (OPU) de vaquillas Holstein mestizas, sincronizadas 
mediante tres protocolos alternativos de reinicio de la onda folicular, seguido de 
estimulación ovárica con (FSH-LH). Las unidades experimentales (n=9) fueron 
divididas en tres grupos y alternadas a tres tratamientos (T1=ablación folicular; 
T2=GnRH; T3=benzoato de estradiol). Se usó un protocolo de sincronización 
estándar antes de cada repetición para homogenizar el ciclo estral (día 0: implante de 
progesterona 0.5g + 2mg BE; día 7: 0.5mg prostaglandina F2α + colocación del parche 
colorimétrico detector de celo + retiro del implante, día 8: 1mg BE). El día de reinicio 
de la onda folicular en cada tratamiento, se aplicó 500UI de FSH-LH vía intramuscular, 
y a las 48 horas después se realizó OPU (tres repeticiones durante el estudio a 
intervalos de 21 días). Los datos fueron procesados en el programa estadístico SPSS 
versión 24, mediante la prueba de ANOVA para las variables cuantitativas y Chi-
cuadrado para comparar porcentajes. No se encontraron diferencias estadísticas en 
el promedio de folículos visualizados (11.7, 9.8, 9.0, respectivamente, P>0.05) o en 
el porcentaje de ovocitos recuperados (52.4, 55.7, 61.7%, respectivamente, P>0.05), 
ni en las tasas de complejos cúmulo-ovocitos (COC’s) aptos (47.3, 57.1, 52.0%, 
respectivamente, P>0.05). En conclusión, la estimulación ovárica con FSH-LH al 
momento del reinicio de la onda folicular, logra promedios similares de folículos 
visualizados, así como semejantes porcentajes de COC’s aptos recuperados para la 
producción de embriones in vitro, sin importar el método utilizado para reiniciar la onda 
folicular. 
 
Palabras claves: REINICIO DE LA ONDA FOLICULAR, OPU, PROTOCOLOS DE 
SINCRONIZACIÓN, COC’S. 
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ABSTRACT 
 
The objective of the present study was to evaluate the quantity and quality of oocytes 
retrieved by Ovum pick-up (OPU) of native Holstein heifers, synchronized by three 
alternative protocols for restarting the follicular wave, followed by ovarian stimulation 
with (FSH-LH). The experimental units (n=9) were divided into three groups and 
interspersed in three treatments (T1= follicular ablation, T2= GnRH, T3= estradiol 
benzoate). A standard synchronization protocol was used prior to each repetition to 
homogenize its estrous cycle (day 0: progesterone implant 0.5g + 2mg BE, day 7: 
0.5mg prostaglandin F2α + estrus detection patch + implant removal, day 8: 1mg BE). 
On the day of restarting the follicular wave in each treatment, 500 IU of FSH-LH were 
applied intramuscularly. 48 hours later, the OPU was performed. (Three sessions were 
conducted during the study at intervals between sessions of 21 days). The data were 
processed in the statistical program SPSS version 24, by means of the ANOVA test 
for the quantitative variables and Chi square to relate percentages. No statistical 
differences were found in the mean number of follicles visualized (11.7, 9.8, 9.0, 
respectively, P> 0.05) or in the percentage of recovered oocytes (52.4%, 55.7%, 
61.7%, respectively, P> 0.05) or in the averages of the cumulus oocyte complexes 
(COC) (47.3%, 57.1%, 52.0%, respectively, P> 0.05). In conclusion, ovarian 
stimulation with FSH-LH at the time of the restart of the follicular wave, reached a 
similar average in the number of follicles visualized, as well as in the percentages of 
recovery of COC, for the production of embryos in vitro, regardless of the method used 
to restart the follicular wave. 
 
Keywords: FOLLICULAR WAVE RESTART, OPU, SYNCHRONIZATION 
PROTOCOLS, COC. 
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BE:  Benzoato de estradiol 
COC’s:  Complejo cumulus ovocito 
CL:  Cuerpo lúteo 
eCG:  Gonadotrofina Coriónica Equina 
E2:  Estradiol 
FSH:  Hormona Folículo Estimulante 
GnRH:  Hormona liberadora de Gonadotropinas 
g:  Gramos 
hCG:  Gonadotropina Coriónica Humana 
IATF:  Inseminación artificial a tiempo fijo 
IM:  Intramuscular 
Kg:  Kilogramo 
LH:  Hormona Luteinizante 
mg:  Miligramo 
ml:  Milímetro 
mm:  Milímetro 
mmHg:  Milímetro de Mercurio 
OPU:  Ovum pick-up 
PBS:  Solución Buffer Fosfato 
PGF2α:  Prostaglandina 
PIV:  Producción in vitro de embriones 
P4:  Progesterona 
TE:  Transferencia de embriones 
UI:  Unidades Internacionales 
µg:  Microgramos 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Según datos estadísticos de la International Embryo Technology Society (IETS) en el 
2016, se reportaron 632 638 embriones bovinos transferidos a nivel mundial (1), en 
comparación con los 364 727 transferidos en el 2014 (2). Constatando un incremento 
cercano al 60% en el transcurso de dos años.  
El notable auge del uso de esta biotécnica ha permitido que la producción de 
embriones in vitro (PIV) junto con otros avances, mejoren significativamente el campo 
de la reproducción, centrándose en optimizar la eficiencia de la asociación de 
biotecnologías, como es el caso de OPU-PIV, permitiendo un uso aún más amplio de 
estas técnicas.  
Durante más de una década, la aspiración folicular guiada por ultrasonografía u Ovum 
pick-up (OPU) ha sido la herramienta de elección para recuperar ovocitos de vacas 
donantes vivas para PIV, ya que es una técnica versátil, empleada no solo para 
animales en diferentes estados fisiológicos sino también en vacas con trastornos 
reproductivos y vaquillas pre-púberes (3) .  
Sin embargo, se conocen muchos factores que influyen en los resultados de OPU-
PIV, incluido el tamaño folicular, la fase de la onda folicular, la categoría animal y el 
grupo genético, pues existe una importante diferencia en la recuperación de ovocitos 
entre hembras Bos indicus y Bos taurus (4), (5). Dicha disimilitud afecta los resultados 
obtenidos, pues el ganado cebú facilita la obtención de una mayor cantidad de 
ovocitos en relación al ganado frison (6, 7, 8, 9).  
Por esta razón, los resultados obtenidos en animales Bos indicus no pueden ser 
extrapolados a los Bos taurus (10), mucho menos bajo las condiciones nutricionales 
y ambientales del trópico alto de la Sierra ecuatoriana, donde predominan un genotipo 
Holstein mestizo (11), que por lo tanto, hace necesario estandarizar protocolos de 
reinicio de la onda y combinarlo con la estimulación ovárica para promover el 
crecimiento homogéneo de folículos y recuperar ovocitos competentes mediante la 
técnica de OPU para procedimientos de PIV. 
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Se ha demostrado que la sincronización de la onda folicular emergente puede ser 
hecha de forma mecánica a través de la ablación folicular (12) o farmacológicamente 
a través de tratamientos hormonales con estradiol, progesterona o GnRH (13, 14). 
Muchas investigaciones señalan que la recuperación de ovocitos por OPU una vez 
iniciada la onda folicular permitiría obtener una población más homogénea de ellos al 
momento de la aspiración, recuperándose así un mayor número de ovocitos viables 
(15). La estimulación ovárica con FSH por lo general ha dado los mejores resultados 
en términos de número de folículos aspirados y ovocitos recuperados (3). 
Si bien existe información sobre protocolos para la estimulación ovárica y aspiración 
de ovocitos por OPU, con la finalidad de producir embriones in vitro, como ya se 
indicó, estos se encuentran estandarizados para Holstein Friesian estabuladas en 
condiciones diferentes a la del ganado Holstein mestizo del trópico alto de la Sierra 
ecuatoriana, que es alimentado principalmente al pastoreo y recibe una cantidad 
mucho menor de alimento balanceado que en los sistemas intensivos.  
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1.1. OBJETIVOS 
 
1.1.1. Objetivo general 
 
Evaluar la cantidad y calidad de ovocitos recuperados por Ovum pick-up (OPU) de 
vaquillas Holstein mestizas, sincronizadas mediante tres protocolos alternativos de 
reinicio de la onda folicular, seguido de estimulación ovárica con (FSH-LH).  
 
1.1.2. Objetivos específicos   
 
• Valorar la respuesta ovárica al proceso de estimulación expresada en número de 
folículos (>5 mm) presentes en el día de sesión de OPU.  
• Cuantificar la cantidad y calidad de complejos cúmulos ovocitos (COC’s) obtenidos 
en los tres tratamientos. 
 
1.2. HIPOTESIS 
 
Ha:  El número y calidad de ovocitos obtenidos por Ovum pick-up en vaquillas 
Holstein mestizas, previa sincronización del reinicio de onda folicular con tres 
protocolos diferentes seguido de estimulación ovárica con FSH-LH, difieren 
entre sí.  
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 
 
2.1. ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA DE LA REPRODUCCIÓN BOVINA 
2.1.1. Anatomía del aparato reproductor de la hembra bovina 
 
Todo programa exitoso de reproducción animal está basado en un amplio 
conocimiento de la anatomía y fisiología reproductiva, pues existen cambios 
considerables en la topografía relacionados con la edad y la actividad fisiológica. 
Conocer dicha topografía representa una necesidad para dominar métodos de 
exploración ecográfica y palpación transrectal o aspiración folicular. 
El aparato reproductor de la hembra está constituido por órganos internos (ovarios, 
oviductos, útero, cérvix, vestíbulo y vagina) y órganos externos (labios vulvares y 
clítoris), posicionados pelvi-abdominal a excepción de la vulva (16). Además, existen 
estructuras anatómicas como la vejiga y el recto que sirven de guía para posicionar 
las estructuras del aparato reproductor. 
 
Figura 1: Ilustración aparato reproductor de la hembra bovina. Fuente: (17). 
 
Ovarios 
Órganos reproductores primarios con función dual, que producen ovocitos y 
hormonas sexuales (estrógeno y progesterona), durante los estadios del ciclo estral. 
Su tamaño y forma varían de acuerdo con la edad, con un rango de 35 x 25 x 15 mm 
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(17). Estructuralmente está compuesto por una corteza y médula, que conforman la 
parte externa e interna respectivamente.  
Asimismo, la presencia de folículos o cuerpo lúteo (CL) en el ovario depende de la 
etapa del ciclo estral en el que se halle el animal (18). Usualmente se pueden 
encontrar varios folículos en cada ovario que varían de tamaño, siendo estos la unidad 
estructural y funcional de los ovarios, cuyo interior contienen líquido donde se hallan 
los ovocitos en desarrollo (19). 
 Al nacimiento, el ovario de una ternera tiene en promedio 150 000 folículos 
primordiales en estado de reposo, los cuales permanecen estables hasta cerca del 
cuarto año de vida cuando comienzan a descender. De éstos algunos crecen y 
únicamente el 0,05% alcanzan el estado preovulatorio (20, 21). 
Están influenciados por hormonas gonadotropinas (FSH y LH) que ayudan a crecer y 
maduran los ovocitos que contienen(19). Los folículos además secretan los 
estrógenos que de cierta forma son responsables de la conducta sexual durante el 
celo (22). Con el tiempo, la mayoría de los folículos entran en regresión y mueren sin 
ovular, siendo reemplazados por una nueva oleada en crecimiento. 
El CL surge sobre el sitio de la ovulación anterior, donde anteriormente ocupaba el 
folículo dominante. Puede ser palpado después del quinto día del ciclo como una 
estructura redonda y firme, en forma de corona, la cual sobresale del ovario (18). 
Secreta progesterona que inactiva la actividad sexual y prepara al útero para permitir 
la implantación del embrión y de mantener la gestación (23).  
 
  Figura 2: Ilustración desarrollo folicular. Fuente: (17). 
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Oviductos 
Estructura tubular que conecta el útero con el ovario, cuya función es la captación del 
ovocito y brindar el entorno para la fertilización de este (18). Conformado por tres 
segmentos: infundíbulo, rodea al ovario. Su forma de embudo recepta al ovocito 
después de la ovulación, sirve de reservorio de espermas hábiles y es el sitio donde 
ocurre la fecundación (19). 
Útero 
Ubicado en la cavidad abdominal, es un órgano tubular clasificado como bicornual, se 
encuentra dividido en dos cuernos y un cuerpo los cuales conectan al oviducto con el 
cérvix (18). Su interior está recubierto por tres capas musculares: endometrio, 
miometrio y adventicia, de su interior a su capa más externa, respectivamente (17). 
La función principal del útero es proveer el ambiente óptimo para el desarrollo fetal. 
Cérvix 
Conocida también como cuello uterino, forma parte del útero y es una estructura 
cilíndrica con bordes internos en forma de anillos tomando la apariencia de un esfínter 
(22). Este diseño le facilita la protección hermética del útero del medio ambiente 
exterior. Durante el celo, la musculatura lisa del cérvix se relaja bajo la influencia de 
estrógenos (19). 
Vestíbulo 
El vestíbulo es parte del sistema de conductos de las hembras, se ubica entre la vulva 
y la vagina. Tiene la particularidad de ser común al sistema reproductor y urinario. La 
uretra se abre en el vestíbulo. Cumpliendo una doble función, permite que la orina 
salga del cuerpo y permite que el semen entre en la vagina y el útero (17). 
Vagina 
Está ubicada en la cavidad pelviana y es un órgano dilatable para la cúpula (18). Entre 
la vagina y el vestíbulo se encuentra el anillo himenal, estructura de cierre musculoso. 
En las hembras bovinas jóvenes, usualmente, esta estructura se rompe durante la  
monta natural o cualquier maniobra biotecnológica la cual violente su integridad (16). 
 
   
Santiago Xavier Sarmiento Quito                                                                                          24 
Miguel Naulaguari Tintín 
Vulva 
Es la apertura externa del aparato reproductor. La conforman los labios vulvares 
derecho e izquierdo (22).  La vulva aloja en su comisura ventral el clítoris, que es el 
homologo femenino del pene, está conformado de cuerpos cavernosos (17), muy bien 
irrigados e inervados.     
2.1.2. Fisiología del ciclo estral bovino 
 
El incremento del uso de biotecnologías ha acentuado la necesidad de tener un claro 
entendimiento de la función ovárica y los mecanismos neuroendocrinos que controlan 
el ciclo estral, pues de esto depende el éxito o fracaso de un programa reproductivo 
(23, 24, 25). El alto nivel de interés se refleja en el gran número de estudios publicados 
sobre la manipulación de este complejo proceso (26).  
El ciclo estral es una sucesión de eventos de origen endocrino, dependientes de la 
interacción de varios órganos como el eje hipotálamo-hipófisis, ovario y útero (23). 
Los cambios que ocurren en el comportamiento durante este tiempo son evidencia de 
la presentación del estro (24). Que inicia con en la pubertad y continúan durante toda 
su vida útil, excepto en condiciones de preñez, anestro posparto o patologías. 
El periodo estral dura en promedio 21 días (26). Los signos de celo se presentan 
gracias a la presencia de estrógenos provenientes del folículo, durante 6 a 30 horas. 
La ovulación es espontánea y ocurre 12 horas luego de finalizado el celo (27). Se ha 
demostrado que más del 70% de las actividades de monta ocurren entre las 6 p.m. y 
las 6 a.m. Además, cerca del 25% de las vacas tienen celos de menos de 8 horas de 
duración (24). 
2.1.2.1. Control Neuroendocrino del ciclo estral 
 
Todo el mecanismo está mediado por un sistema neuroendocrino muy complejo, 
donde cada uno de los órganos que intervienen, secreta una o más hormonas que, 
perfectamente sincronizadas, se unirán a los receptores específicos de los órganos 
diana involucrados y donde éstos últimos segregarán sus propias hormonas y 
producirán los efectos correspondientes, muchos de ellos apreciables externamente 
en el animal. 
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La expresión del comportamiento del estro inicia a partir de señales sensoriales 
generadas por los órganos de los sentidos (vista, olfato y tacto), las cuales son 
transmitidas al cerebro en forma de mensajes, donde se trascribe en impulsos y se 
envían mediante ayuda de fibras nerviosas hasta el hipotálamo, consecutivamente a 
la hipófisis, órganos encargados de dirigir la actividad y dar inicio la función sexual 
(27). 
Las principales hormonas involucradas en estas fases son: la GnRH u hormona 
liberadora de gonadotropinas hipofisarias, secretada por el hipotálamo; la hormona 
folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) secretadas por la hipófisis; 
el estradiol (E2), inhibina y progesterona (P4) producidas en los ovarios y la 
prostaglandina (PG F2α) secretada por el útero (23, 26). 
La GnRH se difunde a través de los capilares al sistema hipofisiario y de allí a las 
células de la hipófisis anterior, en donde su función es estimular la producción y 
secreción de FSH y LH, entre otras. La FSH es la encargada del proceso de 
esteroideogénesis ovárica, crecimiento y maduración folicular, la LH es interviene en 
el proceso de ovulación, formación y mantenimiento del cuerpo lúteo (23). 
Los estrógenos provienen del folículo ovárico, tienen acciones sobre el sistema 
nervioso y distintos órganos como las trompas de Falopio, útero, vagina y vulva 
provocando la conducta de celo. Los estrógenos tienen un efecto de retroalimentación 
positiva sobre el hipotálamo produciendo la liberación de GnRH que a su vez inducirá 
la liberación de FSH y LH en la hipófisis anterior (23, 28). 
La inhibina interviene en el mecanismo de regulación de secreción de FSH y tiene un 
efecto de retroalimentación negativa sobre la adenohipófisis produciendo una menor 
secreción de FSH. La progesterona es también una hormona esteroide producida en 
el cuerpo lúteo por acción de la LH, produce un efecto de retroalimentación negativa 
sobre el hipotálamo disminuyendo la producción de GnRH (23). 
La PGF2α es un compuesto que se sintetiza y almacena en las glándulas uterinas, 
interviene en la regulación del ciclo estral. Este compuesto actúa en muchos tejidos 
del organismo, en el ovario reduce el flujo sanguíneo e interrumpe la síntesis de 
hormonas, provocando un efecto de luteólisis o regresión del cuerpo lúteo. Durante la 
gestación sus niveles decaen hasta la nulidad (23). 
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Figura 3: Esquema de interacción hormonal del eje Hipotálamo – Hipófisis – Ovario. 
Fuente: (23). 
 
2.1.2.2. Fases del ciclo estral 
 
Al ciclo estral se lo define como el tiempo entre dos celos. Está dividido en 2 fases 
que se clasifican fisiológicamente en proestro, estro (que corresponden a la fase 
folicular), metaestro y diestro (fase lúteal) (23, 24). Para efectos de mejor 
entendimiento, la descripción se realizará a partir de la destrucción del cuerpo lúteo, 
del ciclo estral anterior y finalizará con el día de celo del siguiente ciclo. 
Proestro 
Inicia con la regresión del cuerpo lúteo del ciclo anterior y culmina con el inicio del 
estro, dura entre 2 a 3 días. La destrucción del CL ocurre por acción de la PGF2α, 
provocando la caída de los niveles de progesterona y con ello el efecto de 
retroalimentación negativa que ejercía a nivel hipotalámico desaparece y comienza a 
aumentar la frecuencia pulsátil de las hormonas FSH y LH las cuales estimulan el 
crecimiento folicular (23). 
Aunque muchos folículos antrales se desarrollan durante este periodo, solo uno será 
seleccionado como folículo dominante (FD) y llegará a la ovulación (24). Este FD es 
estimulado por las hormonas FSH y LH para producir estrógenos. El incremento en 
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los niveles de estrógenos alcanza los centros nerviosos del hipotálamo que controlan 
las manifestaciones externas de celo (23). 
Estro 
El estro se define como un periodo de actividad y receptividad sexual (27). La continua 
producción de estrógenos genera un pico en la liberación de LH y FSH. Los elevados 
niveles de E2 son responsables del comportamiento y signos propios del celo (24). 
Se considera una duración de 18 horas como tiempo promedio, luego el SNC se hace 
refractario a los estrógenos y todas las manifestaciones de celo desaparecen (23). 
Metaestro 
Inmediatamente finalizado el estro inicia el metaestro que dura de 3 a 5 días. Durante 
esta fase ocurre la ovulación, que tiene lugar entre 28 a 32 horas después iniciado el 
celo. Después de la ovulación se produce una hemorragia y el folículo se llena de 
sangre, convirtiéndose en una estructura conocida como cuerpo hemorrágico, 
seguida de la luteinización de las células foliculares que se transformaran en células 
luteales (24, 26). 
Diestro  
Es la fase más prolongada del ciclo estral, tiene una duración de 15 a 18 días. Esta 
fase se caracteriza por la presencia y dominio del cuerpo lúteo y la producción de 
progesterona, que alcanza sus niveles más altos en torno al día 10 del ciclo estral 
hasta el día 16 o 18. Si la vaca está preñada, el CL se mantiene y se mantiene los 
niveles altos de P4, caso contrario habrá la regresión del CL por acción de la PGF2α 
y se reinicia el ciclo (23, 24, 29).  
2.1.2.3. Dinámica folicular 
 
Se conoce como dinámica folicular al proceso de crecimiento y regresión de folículos 
primordiales que conllevan al desarrollo de un folículo preovulatorio (26). En bovinos 
se produce de acuerdo con un patrón de ondas de crecimiento folicular (30), 
desarrollándose al azar en los dos ovarios previo a la pubertad, durante la gestación 
(31) y durante el periodo postparto (32, 33).   
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Las ondas de crecimiento y desarrollo folicular ocurren dentro de un ciclo estral y cada 
una de ellas comienza con el reclutamiento inicial de un grupo de folículos en 
crecimiento, sin ninguna clara preferencia de raza o edad específica para un patrón 
de onda folicular (26). Por ultrasonografía transrectal, se demostró que el modelo de 
ondas de crecimiento folicular comienza ya a las dos semanas de edad (28, 34).  
El primero en postular la teoría de las ondas foliculares fue Rajakoski et al. (35) en 
1960. Sin embargo, no fue hasta en la década del ochenta, cuando Pierson y Ginther 
(36) utilizaron la ecografía en el ganado bovino, demostrando que más del 95% de 
los ciclos estrales se componen de 2 o 3 ondas foliculares (26), aunque una  o cuatro 
ondas pueden presentarse también (38, 39). 
No obstante, existe una particularidad observada entre Bos taurus y Bos 
indicus respecto al número de ondas por ciclo estral. Investigaciones realizadas en 
animales de la raza Holstein han demostrado la predominancia de 2 o 3 ondas de 
crecimiento folicular por ciclo estral. En cebuínos se describen 3 ondas, habiendo 
sido descrito también 4 ondas de crecimiento folicular por ciclo estral (28).  
Goodman y Hodgen  (39) en 1983, propusieron que para describir el desarrollo de los 
folículos antrales se deben presentar dentro una onda folicular las fases de 
reclutamiento, selección, dominancia. Sin embargo, múltiples estudios actualmente 
especifican que una onda de crecimiento folicular está compuesta de cuatro etapas: 
reclutamiento, selección, desviación y dominancia (21, 39, 41). 
Reclutamiento: Engloba el desarrollo de una cohorte o grupo de folículos que 
comienzan a madurar bajo un aporte dependiente de gonadotropinas. El desarrollo 
sincronizado de folículos de 2-4 mm en ambos ovarios está caracterizado por una 
baja concentración de E2, P4, ausencia de inhibina y aumento de FSH, esta 
estimulación se prolonga por 2-4 días hasta que uno de ellos es seleccionado (28). 
Selección: En este punto un folículo es elegido para llegar a ser dominante y este 
inhibirá el crecimiento del resto de los folículos (atresia), situación que se atribuye a 
la disminución de la FSH por parte del folículo dominante (41). Además, esta fase se 
caracteriza por alza de E2, aumenta la amplitud de la LH, ausencia de inhibina y 
presencia de IGF-I y activina-A (42). 
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Desviación: Esta ocurre cuando se inicia la diferencia en el crecimiento de los dos 
folículos más grandes de una cohorte. Es a partir de este momento que el FD y el 
primer folículo subordinado divergen gradualmente en diámetro. Se ha señalado 
también que el folículo seleccionado suprime la secreción de FSH, dando como 
resultado final la pérdida de los folículos subordinados (31, 43). 
Los receptores para FSH están presentes solo en las células de la granulosa, 
mientras que los receptores de LH se encuentran tanto en la granulosa como en las 
células de la teca de los folículos antrales. El FD adquiere más receptores de LH en 
sus células de la granulosa que sus subordinados y, por lo tanto, cambiando su 
dependencia a LH durante el pico de FSH y continuar creciendo mientras los 
subordinados sufren atresia (43). 
Dominancia: El folículo dominante alcanza un diámetro de 10mm (40) y genera un 
efecto de inhibición para que no se forme una nueva cohorte de folículos, con la 
ovulación o atresia de este folículo se genera un segundo pico de FSH 12 a 24 horas 
antes de la aparición de una nueva folicular (23, 36). La atresia se presentará solo en 
aquellos folículos no ovulatorios (41). 
2.2. PROTOCOLOS DE SINCRONIZACIÓN DEL CICLO ESTRAL 
 
Un área de interés para los investigadores en estos últimos años ha sido el desarrollar 
técnicas que controlen el ciclo estral en los bovinos, de manera tal que induzcan de 
forma sincronizada el celo (44). Si bien han experimentado con varios protocolos aún 
es un factor limitante la baja eficiencia, el trabajo necesario para una efectiva 
sincronización y por ende la detección de celo (24, 45).  
Estos protocolos han sido asociados principalmente al uso de la inseminación artificial 
convirtiéndola a tiempo fijo (IATF) (46) y a la utilización de programas de transferencia 
de embriones (TE), buscando así incluir protocolos de sincronización viables que 
potencialicen el mejoramiento genético y eleven la eficiencia del control del ciclo estral 
en los bovinos (47). 
De esta manera, frente a los resultados satisfactorios de los manejos de 
sincronización y el interés en incorporar las ventajas de la TE, estudios han evaluado 
el manejo de la resincronización asociando las biotecnologías de IATF y TETF, que 
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se basan en la utilización de fármacos comercialmente disponibles para sincronizar 
el ciclo estral (47).   
La primera propuesta referente a un método capaz de manipular al ciclo estral partió 
de Christian y Casida en 1948 que surgieron usar progesterona con el fin de bloquear 
la función reproductiva. Más tarde en 1968 Wiltbank y Kasson verificaron que la 
adición de un estrógeno al inicio del tratamiento a través de su efecto luteolítico, 
aumentaba la incidencia de celos en los animales (47). 
Desde el punto de vista práctico, hay dos métodos para la sincronización del ciclo 
estral. Los que comprenden la utilización de agentes luteolíticos que lleva a una 
anticipación a la regresión del cuerpo lúteo a través de la aplicación exógena PGF2α, 
y el segundo mediante alargamiento del ciclo con una simulación de diestro a través 
de la administración de progestágenos (46, 48, 49).  
2.2.1. Sincronización con Prostaglandinas 
 
En 1972 Rowson et al. (50) propusieron un protocolo para sincronizar celos en 
bovinos utilizando PGF2α como agente luteolítico, pues causa la regresión del CL a 
partir del día 5 del ciclo estral y su efecto es máximo entre los días 12 y 17 
(48)(45)(28). Uno de los primeros protocolos utilizados fue el tratamiento de 2 dosis 
de PGF2α, con un intervalo de 10 u 11 días entre dosis (46, 49). 
Teóricamente, todos los bovinos deberían tener un CL que responda a la PGF2α en 
el segundo tratamiento y la manifestación de celos se agruparía en un periodo de 3 a 
5 días (46, 51). El problema central en el uso de la PGF2α está relacionado con la 
dificultad de obtener una adecuada sincronía de los celos ya que es posible observar 
celo durante un período de hasta 5 días después (52).  
Podría ser atribuido al estado de la onda folicular en el momento del tratamiento ya 
que la PGF2α es incapaz de alterar la dinámica de la onda folicular (53). Pursley et 
al. (54) demostró que el momento de ovulación en ciclos inducidos con 
prostaglandinas presenta grandes variaciones. Por este motivo la detección de celo 
se hace imprescindible cuando se pretende adoptar la inducción de ciclos con 
ovulación (48). 
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2.2.2. Sincronización con GnRH y PGF 
 
Pursley et al. (54) publicaron un protocolo de sincronización hormonal conocido como 
Ovsynch que combina GnRH y PGF2α para controlar la fisiología ovárica. Este 
protocolo consiste en una inyección de GnRH, seguida 7 días más tarde por una 
inyección de PGF, una segunda inyección de GnRH 48 h después de la PGF2α e 
IATF 15 h después (45, 55).  
El objetivo de la primera inyección de GnRH es inducir la liberación de LH, resultando 
en la ovulación del folículo dominante y en la emergencia de una nueva onda folicular 
2 días después (56). La administración de PGF 7 días después induce la lisis del CL 
y la segunda inyección de GnRH induce la liberación de LH que sincroniza la 
ovulación (35, 45).  
El protocolo Ovsynch ha sido mucho más eficaz en vacas lecheras en lactancia que 
en vaquillonas (46). También han sido utilizados para sincronizar la ovulación en 
receptoras que recibieron embriones producidos in vivo o in vitro (45). Además, el 
tratamiento con GnRH induce la ovulación con la emergencia de una nueva onda 
folicular aproximadamente 2 días después del tratamiento (56). 
2.2.3. Sincronización con progesteronas y estrógenos 
 
Los progestágenos son compuestos similares a la progesterona que están en el 
mercado desde hace varios años (45), alteran la función ovárica posibilitando una 
buena sincronía del estro y ovulación (57). La progesterona reduce la frecuencia de 
los pulsos de LH, lo cual a su vez suprime el crecimiento del folículo dominante según 
la dosis (46). 
Es importante destacar que la progesterona no suprime la secreción de FSH, por lo 
tanto, las ondas foliculares siguen emergiendo en presencia de un CL funcional (58) 
(49). Posteriormente, la combinación de estos tratamientos con benzoato de estradiol 
(BE), con efectos luteolíticos, posibilitaron el acortamiento de la acción de la 
progesterona (57).  
El uso de estrógenos y progestágenos para controlar el desarrollo folicular se basa 
en el potente efecto de la combinación de estos esteroides sobre las gonadotrofinas 
(3). El protocolo más utilizado, consiste en administrar 2 mg de BE por vía 
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intramuscular en el momento de la inserción del dispositivo intravaginal con P4 (día 
0), para sincronizar el desarrollo folicular (7, 20, 45).  
En el día 7 se retira el dispositivo intravaginal con progesterona y se administra 
prostaglandina para inducir la luteólisis, y en el día 8 se coloca 1 mg de benzoato de 
estradiol para sincronizar la ovulación. Se realiza la IATF entre las 52 y 56 h del retiro 
del dispositivo ya que la mayoría de los animales ovulan en promedio a las 66 h (15, 
45).  
2.2.4. Dispositivos de liberación de progesterona 
 
Existen diferentes dispositivos intravaginales comercialmente disponibles aprobados 
en varios países los cuales están impregnados con diferentes cantidades de 
progesterona, como, por ejemplo: CIDR-B (1,9 g de progesterona), PRID (1,55 g de 
progesterona), DIB (1 g o 0,5 g de progesterona), DISPOCEL (1 g de progesterona), 
entre otros (48, 49).   
El dispositivo es introducido en la cavidad vaginal a través de un aplicador semejante 
a un especulo que mantiene las extremidades de la T aproximadas a manera de 
facilitar su introducción. La extremidad distal del dispositivo contiene un filamento de 
nylon que al final del periodo de utilización sirve para la remoción del dispositivo por 
tracción (48, 59). 
La progesterona liberada del dispositivo intravaginal Bovino (DIV-B®) es 
estructuralmente idéntica a la endógena y tiene un rol importante sobre la dinámica 
folicular (59). Estudios revelan que las vacas no muestran evidencia de molestia con 
ninguno de los dispositivos, tampoco existen pérdidas ni diferencias en los picos de 
las concentraciones de progesterona (49). 
Los niveles supraluteales (>1 ng/mL) obtenidos a los pocos minutos de la introducción 
de los dispositivos provocan la regresión del folículo dominante y aceleran el recambio 
de las ondas foliculares. El cese de la secreción de estrógenos e inhibina produce el 
aumento de FSH que va a ser la responsable del comienzo de la emergencia de la 
siguiente onda folicular (59).  
Por otro lado, la extracción del dispositivo provoca la caída de la P4 a niveles 
subluteales (<1 ng/mL) que inducen el incremento de la frecuencia de los pulsos de 
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LH, el crecimiento y la persistencia del folículo dominante con concentraciones muy 
altas de estradiol que provocan por un lado el celo y a nivel endocrino inducen 
finalmente el pico de LH que es seguido por la ovulación (59, 60). 
2.3. EMERGENCIA DE LA ONDA FOLICULAR 
 
El desarrollo de protocolos que controlen la emergencia de la onda folicular y la 
ovulación ha permitido aumentar significativamente el número de ovocitos 
recuperados (61) sin embargo se encuentran muy por debajo de las expectativas ya 
que algunos factores como raza, medioambiente y manejo influyen en el 
comportamiento folicular provocando una baja respuesta (62, 63).  
Además, protocolos diseñados arbitrariamente y la variabilidad en la respuesta a los 
tratamientos hormonales, limitan tanto la aplicación generalizada como el éxito de 
estos métodos (60). Existen varias alternativas farmacológicas para sincronizar la 
aparición de una nueva onda folicular, (54, 64), pese a que en varios países se ha 
restringido el uso de hormonas sintéticas (51).   
El tratamiento exógeno más empleado para sincronizar el inicio de ondas foliculares 
durante muchos años han sido los esteres de estradiol y los progestágenos, que 
inducen atresia folicular e inician una nueva onda 4 días después (61). En países 
donde impiden el uso de estradiol, han recurrido a la administración de GnRH para 
inducir la ovulación 1.5 a 2 días después (65, 66).  
Souza et al. (67), Vasconcelos et al. (68), Wiltbank et al. (69) han sugerido un método 
alternativo, que consiste en suprimir mediante ablación mecánica el folículo 
dominante o folículos mayores a 5mm e inducir el reinicio de una nueva onda 1,5 a 2 
días después. El inconveniente de este método es que hay que contar con un equipo 
de ultrasonografía modificado y personal capacitado.  
2.3.1. GnRH 
 
La GnRH es una proteína producida por el hipotálamo que ejerce una acción 
farmacológica directa sobre receptores específicos de la adenohipófisis estimulando 
la liberación de FSH, LH (70) e indirectamente aumenta los niveles de progesterona. 
Además, induce la ovulación y la lutenización del folículo dominante. Posteriormente 
estimula el crecimiento de una nueva onda folicular (47, 56). 
   
Santiago Xavier Sarmiento Quito                                                                                          34 
Miguel Naulaguari Tintín 
Se ha demostrado que después de la ovulación inducida por GnRH aplicada 
exógenamente, la nueva onda folicular surge aproximadamente 1,5 a 2 días (61). Su 
vida media es prolongada, lo que los hace más potente que la GnRH endógena (71). 
La GnRH en dosis de 250 µg incrementa las concentraciones plasmáticas de la FSH 
y LH tiene una duración que varía entre seis y 28 horas (41). 
2.3.2. Benzoato de estradiol 
 
El estradiol o uno de sus ésteres se han utilizado con éxito para sincronizar la 
aparición de ondas foliculares (65). El tratamiento con estradiol exógeno durante la 
fase lúteal induce la atresia del folículo dominante, muy probablemente al suprimir la 
LH y la FSH (66, 70). Todos estos sucesos biológicos, inducen la emergencia de una 
onda folicular sincrónica (60). 
Los estrógenos exógenos como el BE administrados cuando existen altos niveles de 
progesterona inducen la regresión de un posible cuerpo lúteo en formación y la atresia 
del folículo dominante, puesto que son potentes agentes luteolítico en los primeros 
días del ciclo. Todos estos sucesos biológicos, inducen la emergencia de una onda 
folicular sincrónica (60, 70).  
En una serie de estudios por Bó et al. (60, 66) encontraron que el tratamiento con E2 
suprimía la fase de crecimiento del folículo dominante y la supresión fue más profunda 
cuando se administró en combinación con P4 . Por lo tanto, este tratamiento permite 
que una nueva cohorte de folículos de 3 a 5 mm crezca 4 días después al mismo 
tiempo (61). 
2.3.3. Ablación folicular 
 
La ablación folicular consiste en la aspiración de los folículos mayores a 5 mm 
presentes en los ovarios de hembras vivas, mediante ultrasonografía a través de la 
pared vaginal (43). Esta acción provoca el comienzo sincrónico de una nueva onda 
folicular 1,5 días después. Aunque la ablación folicular ha demostrado ser altamente 
efectiva, para usar esta técnica se requiere de un equipo de ultrasonografía, un 
transductor sectorial, una bomba de aspiración, un sistema de guía de la aguja y un 
personal capacitado (3, 72). 
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2.4. ESTIMULACIÓN OVÁRICA   
 
Los procesos de superestimulación hormonal han sido desarrollados para estimular 
folículos, y destinar sus ovocitos a procesos biotecnológicos reproductivos como la 
TE u OPU acoplada a PIV (71). Por lo tanto, la mayoría de los protocolos involucran 
el inicio de tratamientos super estimulatorios subsiguientes al control exógeno de la 
aparición de ondas foliculares (61). 
2.4.1. Estimulación con FSH 
 
De las hormonas utilizadas de manera exógena (es decir, GnRH, FSH y eCG), la FSH 
genera mejores resultados en términos de número de folículos aspirados y ovocitos 
recuperado (61). Goodhand et al. (73) concuerdan que el tratamiento con FSH 
aumenta significativamente el número de folículos aspirados y da como resultado más 
ovocitos de mejor calidad (71, 74).  
Se ha demostrado que los folículos de mayor tamaño contienen ovocitos con más 
capacidad de desarrollarse en la fase de blastocisto que los ovocitos encerrados en 
folículos más pequeños (75). Roover et al. (74) observaron que la estimulación con 
FSH aumentó la tasa de desarrollo de blastocistos, 18% en promedio sin estimulación, 
y 29% con la estimulación de FSH antes de OPU. 
Sin embargo, la FSH por si sola puede tener un efecto desfavorable para el logro de 
una adecuada competencia en el desarrollo de los ovocitos (71). Lo cual es explicado 
por un crecimiento folicular acelerado que induce asincronía entre la maduración del 
ovocito y su folículo circundante, resultando en tasas de desarrollo reducidas (76).  
2.4.2. Combinación de gonadotropinas para la estimulación ovárica  
 
Como una posible solución, Restrepo et al. (71) han sugerido reducir en los protocolos 
la administración de FSH durante las fases finales del crecimiento folicular, y 
combinarla con LH exógena para la estimulación folicular. También se ha informado 
una mayor respuesta superovulatoria después del tratamiento de FSH más 20% de 
LH (66).  
Se supone que la administración de gonadotropinas exógenas aumenta el número de 
folículos antrales y reduce el número de folículos atrésicos. Una dosis de FSH-LH y 
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un régimen de tratamiento adecuados son esenciales para una respuesta ovárica 
efectiva a la superovulación. Mientras la FSH estimula el crecimiento folicular, es 
necesario un mínimo aporte de LH para obtener ovulaciones múltiples (77).  
Aunque la tasa de bioactividad FSH-LH (Pluset®) se mantiene 1:1, su actividad 
principal es la de estimular el folículo, debido a la corta vida media de la LH porcina. 
FSH y LH, tanto endógenas como exógenas, se eliminan del organismo a través de 
los riñones, por filtración glomerular, seguida por excreción en la orina o bien por 
degradación por las células del túbulo proximal (77).  
2.4.3. Aplicación de FSH-LH 
 
La mayoría de los regímenes para la FSH implican tratamientos múltiples, separados 
12 o 24 h, durante 2 a 4 días. Algunos estudios han utilizado una única dosis de FSH 
por tratamiento antes de la OPU para evitar el estrés relacionado con la manipulación 
repetida (3). Además, los diferentes tiempos de recuperación de ovocitos entre 
intervalos de OPU, influye en la calidad de los COC’s (15). 
Blondin et al. (78) observaron que el mejor desarrollo aparece cuando la estimulación 
se efectúa 48 h antes de la aspiración. Chaubal et al. (3) realizaron un estudio 
comparativo entre sistemas de OPU con y sin estimulación hormonal, concluyendo 
que a la administración de FSH y de OPU 48 h más tarde, fue el mejor protocolo en 
base a respuesta folicular, recuperación de ovocitos y producción de embriones. 
2.5. OVUM PICK UP 
 
2.5.1. Generalidades   
 
Después de desarrollar una técnica transvaginal guiada por ultrasonografía a partir 
de la reproducción humana, numerosos investigadores en la década de los años 90 
comenzaron a usar la Ovum pick-up (OPU) rutinariamente en la reproducción asistida 
veterinaria (74) como método de recuperación de ovocitos para la producción de 
embriones in vitro (79).  
Este procedimiento no invasivo y repetible no afecta el estado productivo, 
reproductivo ni compromete la fertilidad futura de las donantes. Permitiendo utilizar 
vacas adultas en diversos estados fisiológicos: cíclicas, acíclicas, primer tercio de 
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gestación, vacas que no responden a la estimulación hormonal y animales viejos con 
problemas reproductivos (80).   
El éxito de la OPU dependerá de aspectos técnicos sobre la geometría de la aguja de 
aspiración y la presión de vacío, con lo que se ha conseguido mejorar la calidad de 
los ovocitos recogidos reduciendo el número de ovocitos denudados (81) y a aspectos 
biológicos como el momento del ciclo estral, raza, estimulación hormonal, edad y 
estado fisiológico de la donante (41).  
2.5.2. Frecuencia de OPU 
 
Hasta hace poco tiempo la OPU era realizada generalmente en momentos aleatorios 
del ciclo estral, sin embargo, la creciente necesidad de mejorar la eficiencia de la 
técnica, de modo que se puedan obtener mayor y mejor calidad de ovocitos apunta 
hacia el empleo de protocolos previos a la aspiración, pudiendo tener una frecuencia 
de una o dos veces por semana (82, 83). 
La administración exógena de gonadotropinas con OPU se ha convertido en el 
método preferido para aumentar el número de folículos disponibles por aspiración 
(84). Es posible obtener alrededor de 4 - 5 ovocitos por sesión sin estimulación 
ovárica, mientras que, con la adición de FSH se llega a recuperar 15 ovocitos por 
cada donante (83). 
La superovulación actualmente es la herramienta más usada para multiplicar el 
número de folículos disponibles para la aspiración folicular, aunque presenta grandes 
variaciones dependiendo de la fase del crecimiento folicular, siendo el inicio de la 
onda el momento más favorable para la recuperación, ya como mencionan De Rover 
et al., (74) más folículos resultan en más ovocitos. 
Ampliar el rendimiento de ovocitos y embriones en un intervalo limitado de tiempo es 
obviamente un clave para la aplicación exitosa de técnicas de reproducción asistida, 
pues acelera los procesos de selección (85). Sin embargo, el aumento en la 
frecuencia de aspiración, desvalora la calidad y reduce la cantidad de ovocitos 
recuperados (81). 
Chaubal et al. (3) sugieren un intervalo de 7 días o más entre sesiones de OPU pues 
permite el desarrollo de un folículo dominante y que probablemente con la obtención 
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cada 3 o 4 días, ejerza una influencia perjudicial sobre los ovocitos recuperados. 
Estos ovocitos son reportados a ser de menor calidad, razón para una tasa de 
desarrollo embrionario inferior (74, 84). 
2.6. CLASIFICACIÓN COMPLEJOS CUMULUS OVOCITOS  
 
Para la producción in vitro de embriones, la eficiencia del método de recolección y la 
clasificación de los ovocitos son un prerrequisito. Anteriormente se describió el 
método de recolección a emplearse en este estudio, para la clasificación morfológica 
de los ovocitos se toma en cuenta el estado nuclear, características citoplasmáticas, 
aspectos de la corona radiada y la expansión o distribución de las células del cumulus 
(86)(87).  
Las células del cumulus son un complejo metabólico y modulador del efecto de las 
hormonas y factores de crecimiento, durante la maduración in vitro de ovocitos 
bovinos. Estudios han demostrado que la calidad del complejo cumulus ovocito 
(COC), es decir el número de capas de células del cumulus influye directamente en 
el proceso de maduración (83). 
Esto puede estar influenciado por el método de recolección de los ovocitos o por 
factores externos como: la manipulación, el tiempo de traslado y la temperatura de 
almacenamiento de los ovocitos recuperados (83). Se reporta que los ovocitos 
pueden permanecer a temperatura de 30º a 37º C durante 8 horas sin llegar a afectar 
su calidad (88).  
Las categorías de clasificación varían en número según varios autores, siendo el 
principal criterio valorar la competencia para el desarrollo embrionario. Por lo tanto, 
los ovocitos se pueden clasificar morfológicamente según los criterios antes 
mencionados; tipo A corresponde a un ovocito con células del cumulus con número 
de capas múltiples (mayor a 4) y compactas, con citoplasma homogéneo y 
transparente; el tipo B tiene capas múltiples del cumulus (de 1 a 3) y un citoplasma 
homogéneo con zonas periféricas oscuras; el tipo C se caracteriza por tener un 
cumulus denudado y un citoplasma irregular con zonas oscuras; el tipo D tiene el 
cumulus con células expandidas, un citoplasma irregular y con zonas oscuras (86).  
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Figura 4: Imágenes microscópicas. I: ovocito tipo A, II: ovocito tipo B, III: ovocito 
tipo C, IV: ovocito tipo D. Fuente: (87) 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1. MATERIALES 
3.1.1. Materiales biológicos 
 
• Hormonas 
o FSH-LH (Pluset®) 
o GnRH (Fertagyl®) 
o Benzoato de estradiol (Grafoleón NF) 
o Prostaglandina (Lutaprost® 250) 
• Vaquillas Holstein mestizas 
3.1.2. Materiales químicos 
 
• Gel lubricante 
• Alcohol 70% 
• Medio de recolección PBS (VIGRO® Complete Flush)  
• Lidocaína (ROXICAINA® 2%) 
• Xilacina (Dormi-XYL® 2) 
• Implantes de progesterona (DIB® 0.5g) 
• Heparina (HEPARINA SÓDICA 1000 UI/ml, 5 ml) 
3.1.3. Materiales de campo  
 
• Jeringas de 3, 5, 10 ml. 
• Guantes de inspección y chequeo ginecológico  
• Parches colorimétricos para detección de celo 
• Overol 
• Recipientes 
• Toallas desechables 
• Sustancias Jabonosas 
• Dispositivo para insertar los implantes de progesterona  
• Agujas Desechables 18G 
• Tubos Falcon™ 50 ml 
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• Equipo de ultrasonido ALOKA® ProSound2 Vet 
• Transductor sectorial 
• Porta sonda de ultrasonido 
• Bomba de Aspiración 
• Sistema de Guía de Aguja con aguja larga desechable 18G 
• Set de mangueras 
3.1.4. Materiales de laboratorio 
 
• Micropipetas  
• Capilares 
• Pipetas automáticas 
• Puntas de pipetas automáticas 
• Placas petri cuadriculadas 
• Estéreo microscopio 
• Filtro EMCON (EmSafe, Minitube) 
• Baño María 
• Platina de calefacción  
3.2. METODOLOGÍA 
3.2.1. Área de estudio 
 
El estudio se llevó a cabo entre los meses de agosto y octubre del 2018 en la Granja 
Experimental “IRQUIS”, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad 
de Cuenca, ubicada en Victoria del Portete, Azuay (3°04'49.1"S 79°04'31.6"O), a una 
altitud de 2 671 m.s.n.m., cuya precipitación pluvial promedio anual es de 1 078.05 
mm y temperaturas que oscilan entre 7 a 12°C. 
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Figura 5: Mapa satelital, ubicación geográfica Granja Experimental “IRQUIS” de la 
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca. Fuente: Google 
Maps, 2018. 
 
3.2.2. Unidades experimentales  
  
Fueron destinadas para el estudio un total de 9 vaquillas Holstein mestizas que 
ponderaban un peso promedio de 427.7 ± 23.04 kg, una condición corporal de 2.7 ± 
0.09 en una escala de 1 a 5 y una edad promedio de 26.7 ± 1.45 meses, las cuales 
estaban libre de enfermedades o anormalidades en su sistema reproductivo y no 
gestantes. 
Durante el transcurso del experimento los animales se mantuvieron en un mismo 
grupo, alimentándose con una mezcla de kikuyo (Pennisetum clandestinum) más 
vegetación de la zona; además, tuvieron disponibilidad ad libitum de agua y se 
suplementaron con sales minerales en una dosis de 100 g/animal (Tabla 1), más 2.5 
Kg/animal de alimento concentrado (Tabla 2) los días planificados para la realización 
de las maniobras en comederos individuales ubicados en el establo. 
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Tabla 1: Composición nutricional Sal mineral. 
 
Cada 100g contiene como mínimo  
Componente Cantidad 
Fósforo  2 g 
Calcio  14 g 
Magnesio 0.100 g 
Zinc 0.160 g 
Yodo 0.020 g 
Cobalto 0.001 g 
Potasio 0.001 g 
Manganeso 0.002 g 
Cobre 0.200 g 
Azufre 0.100 g 
Sodio 14 g 
Cloro 17 g 
Hierro 0.100 g 
Selenio 0.0002 g 
Metionina Trazas 
Lisina Trazas 
Zinc Orgánico Trazas 
Fitasa Trazas 
  
Para realizar el trabajo se tuvo presente la normativa del código sanitario para 
animales terrestres, capitulo 7.8 “Utilización de animales en la investigación y 
educación” de la Organización Mundial de Sanidad Animal (89), el cual permite 
asegurar el bienestar de los animales. 
Tabla 2: Composición del alimento concentrado. 
 
Cada 1000g contiene  
Ingrediente Cantidad 
Tamo de avena 381 g 
Tamo de trigo 286 g 
Maíz molido 286 g 
Soya 48 g 
Melaza   
 
 
   
Santiago Xavier Sarmiento Quito                                                                                          44 
Miguel Naulaguari Tintín 
3.2.3. Manejo preexperimental 
 
Para seleccionar las vaquillas se comprobó previamente el estado sanitario del 
aparato reproductivo mediante palpación transrectal, exámenes ecográficos y 
exámenes vaginoscópicos.  
Una vez seleccionadas se conformaron aleatoriamente tres grupos compuestos por 
tres vaquillas cada uno, los cuales estuvieron sujetos a tres tratamientos con tres 
repeticiones (3 animales/repetición). En el transcurso del experimento se alternó cada 
grupo de vaquillas en cada tratamiento con el fin de que todas fueran incluidas en 
cada uno de los grupos experimentales del estudio (Tabla 3). 
3.2.4. Tratamientos 
 
Los tratamientos tuvieron como propósito reiniciar la onda folicular mediante tres 
protocolos, uno mecánico y dos farmacológicos:  
- Tratamiento 1: consistió en la ablación de los folículos mayores a 5 mm, 
adoptando la metodología descrita por Chaubal et al. (3) 
- Tratamiento 2: administración intramuscular de 0,25 mg de Gonadorelina 
(Fertagyl®, GnRH). 
- Tratamiento 3: aplicación intramuscular de 2 mg de benzoato de estradiol 
(Grafoleón NF).   
 
Tabla 3: Conformación de grupos experimentales y repeticiones. 
 PRIMERA 
REPETICIÓN  
  
SEGUNDA 
REPETICIÓN 
  
TERCERA 
REPETICIÓN 
TRATAMIENTO 1 V 1 V 2 V 3   V 4 V 5 V 6   V 7 V 8 V 9 
TRATAMIENTO 2 V 4 V 5 V 6   V 7 V 8 V 9   V 1 V 2 V 3 
TRATAMIENTO 3 V 7 V 8 V 9   V 1 V 2 V 3   V 4 V 5 V 6 
 
*V= Vaquilla 
Grupo 1= V1 V2 V3 
Grupo 2= V4 V5 V6 
Grupo 3= V7 V8 V9 
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3.2.5. Sincronización 
 
El ciclo estral de las vaquillas fue sincronizado con un protocolo estándar previo al 
inicio de cada repetición, para que exista homogeneidad de las fases del ciclo estral 
entre vaquillas.  
- Día 0: inserción del implante de progesterona (DIB® 0,5 g), más 2 mg de 
benzoato de estradiol (Grafoleón NF), IM.  
- Día 7: retiro del implante + 0.5 mg de prostaglandina F2α (Lutaprost® 250), IM, 
además, se adhirió un parche colorimétrico para facilitar la detección de celo 
en la región lumbosacra.  
- Día 8: 1 mg de benzoato de estradiol (Grafoleón NF), IM.  
- Día 10: verificación ultrasonográfica de la ovulación.  
- Día 15: (día 6 post celo) mediante ultrasonografía se verificó la presencia de 
cuerpo lúteo (CL) y folículo dominante (FD). Este día se consideró como día 
cero y se iniciaron los tratamientos. Únicamente los animales que presentaron 
CL y FD fueron considerados para el experimento. 
 
 
Figura 6: Ilustración del protocolo de sincronización pre-experimental. Fuente: 
Autores. 
 
3.2.6. Inicio de tratamientos 
 
Para poder realizar el OPU el mismo día en los tres tratamientos se estableció un 
protocolo, en el cual el día 6 post celo, que de aquí en adelante fue denominado día 
0, se aplicó una dosis IM de 0,25 mg de GnRH (Fertagyl®, tratamiento 2) y 2 mg de 
BE, IM (Grafoleón NF, tratamiento 3) según el tratamiento (grupos 2 y 3), y 24 horas 
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más tarde (día 1), se realizó la ablación de todos los folículos >5 mm a las vaquillas 
del grupo 1. De igual manera se procedió con las dos repeticiones restantes. 
3.2.7. Estimulación ovárica     
  
A las 72 horas posteriores a la aplicación de los tratamientos farmacológicos (GnRH, 
grupo 2 y BE, grupo 3), y 48 horas de la ablación folicular (grupo 1) se administró una 
dosis IM de 500 UI de FSH-LH (Pluset®) a todos los grupos.  
El tiempo transcurrido entre la aplicación de los tratamientos de reinicio de la onda 
folicular (ablación, GnRH y BE) y la estimulación ovárica con FSH-LH se estableció 
en base los hallazgos indicados por Supliguicha et al. (90),  quienes evaluaron el 
efecto de la GnRH, el BE y la ablación folicular sobre el tiempo de reinicio de la nueva 
onda folicular en vaconas Holstein mestizas en fase luteal, y reportaron el reinicio de 
onda mediante ablación folicular a los 2 días (48 h), mientras que al aplicarse GnRH 
o BE la aparición de la onda ocurrió a los 3 días (72 h). 
 
Figura 7: Protocolo tratamientos. Fuente: Autores. 
 
3.2.8. Procedimiento OPU 
 
A las 48 horas después de la aplicación de la FSH-LH se realizó la maniobra de Ovum 
pick-up (OPU) en los tres tratamientos. Los animales se sometieron a tres sesiones 
(repeticiones) de OPU con intervalos de 21 días entre sesión, realizados por el mismo 
operador. Para la recuperación de ovocitos, las vaquillas fueron retenidas en una 
manga de contención e inmovilizadas individualmente gracias a un collarín. Luego 
fueron sedadas con Xilacina (Dormi-XYL® 2) a una dosis de 0,02 mg/kg, IM, seguido 
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del vaciamiento del contenido rectal y la asepsia de la zona perianal, para 
posteriormente realizar un bloqueo epidural con 0,3 mg/kg de Lidocaína 
(ROXICAINA® 2%). 
Los folículos visualizados mediante ultrasonografía (ALOKA® ProSound2 Vet, Tokio, 
Japón) fueron cuantificados y registrados, para luego ser recuperados, siguiendo la 
metodología descrita por Chaubal et al. (7), con el empleo de un ecógrafo equipado 
con un transductor sectorial de 7.5 MHz, ensamblado a una sonda vaginal de plástico 
que contenía una guía de punción adaptable, con una aguja descartable de 18G  1 
½ʺ, 1.20  40 mm, unida a una bomba de aspiración al vacío regulada a una presión 
de 65 mmHg.   
El contenido folicular se recuperó a través de una tubería plástica de 1.1 mm de 
diámetro y 120 cm de longitud, conectada un tubo cónico Falcon™ de 50 ml (uno por 
tratamiento) que contenía 50 ml de Solución Buffer Fosfato, PBS (VIGRO® Complete 
Flush) atemperada a 37,7° Celsius y heparina sódica (HEPARINA SÓDICA 1000 
UI/ml, 5 ml) en una dosis de 10 UI/ml. El vacío se ajustó a un caudal de flujo de 10-
15 ml por minuto. El tubo cónico Falcon™ con el aspirado folicular se trasladó al 
laboratorio de Biotecnología de la Granja Experimental “IRQUIS” y los complejos 
cúmulo-ovocito (COC) recuperados, se lavaron y filtraron con un filtro EMCON 
(EmSafe, Minitube) en la misma solución atemperada que se usó durante la OPU.    
3.2.9. Clasificación de los complejo cúmulo-ovocito  
 
Los COC’s se colocaron en una placa Petri cuadriculada de 95 mm, se evaluaron 
morfológicamente con la ayuda de un estereoscopio y se clasificaron según el criterio 
de evaluación indicado por Hawk & Wall (91) y modificado por Samaniego et al. (87) 
quienes los agruparon finalmente en COC’s aptos (tipo A y B) y no aptos (tipo C) 
(Tabla 4).   
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Tabla 4: Criterio de evaluación de la calidad de los COC’s, según Hawk & Wall (91) y 
modificado por Samaniego et al. (87) 
 
Hawk & Wall, 1994 Samaniego et al., 2017 
TIPO DE OVOCITO 
CARACTERÍSTICAS DEL 
CUMULO 
CARACTERÍSTICAS DEL 
OVOCITO 
TIPO DE OVOCITO 
 
Calidad buena (A) 
Compacto, con varias capas de 
células, con granulosas adherida; 
el citoplasma se ve claramente  
Homogéneo denso y finamente 
granulado.  
Aptos (Tipo A y B) 
 
 
Calidad intermedia (B) 
Grueso, usualmente con 
granulosa adherida, pero el 
citoplasma no se ve claramente; 
cumulo compacto, con pocas a 
varias capas, cubriendo al menos 
la mitad de la zona pelúcida 
Rango desde homogéneo denso 
y finamente granulado a 
granulado de tamaño moderado. 
 
 
 
Rechazados (C) 
Parcial o completamente 
expandido con cumulo disperso, 
falta de células con presencia de 
material extracelular, cumulo 
descolorido (café claro o muy 
oscuro); corona radiata sin 
cumulo; ovocitos desnudos 
Granulado grueso o con mezcla 
de áreas muy claras o muy 
oscuras; citoplasma descolorido 
(café claro u oscuro); ovocitos 
deformes. 
No aptos (Tipo C) 
 
3.2.10. Variables de estudio 
 
Independientes: 
▪ Tratamientos de reinicio de la onda folicular. 
▪ Repetición de sesión de OPU. 
Dependientes: 
▪ Número de folículos visualizados. 
▪ Número de COC’s recuperados.  
▪ Calidad de COC’s recuperados. 
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3.2.11. Análisis estadístico 
 
Los datos se procesaron con el programa estadístico SPSS versión 24. Las variables 
cuantitativas se analizaron mediante el análisis de varianza (ANOVA) y las medias se 
compararon con la prueba Tukey. Los valores porcentuales se analizaron con la 
prueba Chi-cuadrado. En ambos casos los valores de P menores a 0.05 se 
consideraron significantes. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1. Número de folículos visualizados 
 
El objetivo de realizar estimulación ovárica en el momento de reinicio de una onda 
folicular, es aumentar el número de folículos disponibles para la recuperación de 
ovocitos mediante OPU, por ende, cosechar numerosas estructuras de calidad que 
puedan ser utilizadas para la PIV, tal como lo menciona Chaubal et al. (3). Estos 
resultados se podrían lograr mediante la asociación de FSH y LH tal como lo sugiere 
Restrepo et al. (71). Es así que, en la presente investigación al evaluar la totalidad de 
folículos visualizados por tratamiento durante el experimento (n=274), se observó que 
independientemente del método aplicado para inducir el reinicio de la onda folicular, 
las vaquillas estimuladas con FSH-LH (Pluset®), no presentaron diferencias 
estadísticas entre tratamientos (P>0.05), aunque existe una tendencia numérica a 
presentar un mayor número (105) de folículos por ablación folicular (tratamiento 1), 
en comparación a los 88 y 81 folículos observados en el tratamiento 2 (GnRH) y 
tratamiento 3 (BE), respectivamente (Figura 8).  
De igual forma, no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) al evaluar el 
promedio de folículos visualizados en cada tratamiento en estudio (Figura 9). No 
obstante, prevaleció la predisposición numérica de presentar una mayor cantidad de 
folículos visualizados en el tratamiento 1 en comparación con el 2 y 3. Esto se podría 
interpretar que, a mayor número de folículos, mayor cantidad de ovocitos 
recuperados, tal como es corroborado por el estudio De Roover et al. (92).  
También se evaluó el promedio de folículos visualizados en los ovarios derecho e 
izquierdo (Figura 10) indistintamente en los tres tratamientos, donde tampoco se 
encontró diferencias significativas (P>0.05). Sin embargo, en los tratamientos 1 y 3 
existió homogeneidad en el promedio de folículos visualizados en cada ovario 
(derecho vs izquierdo), a diferencia del tratamiento 2, donde se registró un promedio 
mayor de folículos en el ovario izquierdo (6,22) que en el derecho (4,78). Si bien esta 
diferencia no es relevante, considerar ampliar el número de animales en estudio, 
seguramente permitiría encontrar diferencias estadísticas en esta y otras variables 
estudiadas. 
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Figura 8: Total de folículos visualizados en cada tratamiento en todo el 
experimento. 
 
Figura 9: Promedio total de folículos visualizados en cada vaquilla en los tres 
tratamientos en estudio. Prueba de Tukey al 5% 
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Los resultados obtenidos en la investigación, en cuanto al promedio de folículos 
visualizados por animal en los tratamientos en estudio (T1=11.7; T2=9,8; T3=9,0) 
mantienen un patrón de comportamiento similar a los obtenidos por Palubinskas et al. 
(93) quienes estimularon vacas usando dosis decrecientes (700 UI) de Pluset® 
durante 4 días. Luego de haber sido sincronizadas mediante un dispositivo de 
progesterona (1,38 g de P4, CIDR®), estos autores evaluaron el número de folículos 
presentes en cada ovario, y encontraron 4.57 ± 1.02 en el ovario izquierdo 3.74 ± 0.38 
en el derecho, cifras equivalentes a las obtenidas en este estudio.  
Otros autores, como Giraldo et al. (94), obtuvieron un rango entre 14 y 19 folículos 
por animal, resultado que está muy por encima de lo observado en el presente trabajo, 
considerándose que esta variación puede ser resultado del número de animales, raza 
y dosis de hormona empleados. En el mencionado estudio se utilizaron cuatro 
hembras bovinas F1 (Blanco Orejinegro BON x Holstein), que fueron sincronizadas 
con DIB® (1 g de P4), en un protocolo que consistió en la inserción del DIB® y la 
administración simultanea de 2 mg de BE (IM) en el día de inicio. Retiraro del DIB® y 
aplicaron 0.150 mg de D-cloprostenol (Prostal®, IM) siete días después (día 7), y de 
1mg (IM) de BE 24 horas más tarde (día 8). Cuatro días después de la aparición del 
celo, en cada animal, realizaron la ablación del folículo dominante en cada animal, y 
luego de dos días iniciaron la aplicación de seis dosis de FSH (Folltropin® 50mg I.M.) 
administradas cada 12 horas. 48 horas de la última inyección de FSH, administraron 
una dosis de hCG (Chorulon®, 1500 UI. IV) antes de la OPU.  
Asimismo, De Roover et al. (74) obtuvieron una media de 14.9 ± 9.9 de folículos en 
su estudio. El promedio de folículos visualizados por García et al. (95) al usar GnRH 
(18.77 ± 5.22) y al realizar ablación (13.55 ± 4.77) después de la estimulación con 500 
UI de FSH (Pluset®) fueron superiores a los promedios obtenidos en el presente 
estudio. Autores como Vieira et al. (96) obtuvieron un promedio de 16.3 ± 1.6 folículos 
visualizados, cuando estimularon vaquillas Holstein con dosis decrecientes de 
Folltropin®-V (200 mg) en los días 4 y 5 después de la sincronización con benzoato 
de estradiol. Resultados similares a los descritos anteriormente obtuvieron Chaubal 
et al. (3), quienes estimularon vacas con 200 mg de FSH (Folltropin®-V, Bioniche 
Animal Health) divididas en dos dosis, 120 mg subcutánea y 80 mg intramuscular, 
obteniendo un promedio de 16 ± 5 folículos visualizados por animal. Si bien los 
resultados obtenidos por los anteriores autores mencionados son superiores, podría 
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ser consecuencia de dos factores: vías y dosis de administración de la(s) hormona(s) 
usadas y raza de los animales empleadas en los estudios citados. 
 
Figura 10: Promedio de folículos visualizados en el ovario derecho e izquierdo en 
cada vaquilla en los tres tratamientos en estudio. Prueba de Tukey al 5% 
 
4.2. Número de folículos visualizados por repetición 
 
De acuerdo con los resultados de este estudio, independientemente del tratamiento 
no se obtuvieron diferencias significativas (P>0,05), al compararse el número de 
folículos visualizados en cada repetición (Figura 11). Sin embargo, se observó una 
tendencia numérica a disminuir el número de folículos presentes conforme avanzó las 
repeticiones del estudio, debido quizás, a la disminución de los receptores 
hormonales o a la resistencia generada en los animales por el uso repetido de la 
hormona exógena empleada en los tratamientos (97).  
Algo semejante ocurre con los resultados expuestos donde tampoco se detectaron 
diferencias estadísticas (P>0,05) en el número de los folículos visualizados por 
tratamiento en cada repetición. A pesar de esto se hizo evidente que hubo mayor 
número de folículos en el tratamiento 1 que en los tratamientos 2 y 3, y esta tendencia 
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numérica se mantuvo hasta la segunda repetición, ya que en la tercera el tratamiento 
1 fue superado en 4 folículos por el tratamiento 2 (Figura 12); además es notable la 
disminución conforme avanzan las repeticiones. Al analizar el comportamiento del 
tratamiento 2, se observó una clara disminución del número de folículos en la segunda 
repetición en comparación con la primera; no obstante, estos aumentan en la tercera 
repetición. Caso similar a lo presentado con el tratamiento 1 ocurrió en el tratamiento 
3, el cual presentó una tendencia a disminuir el número de folículos mientras 
avanzaron las repeticiones.    
La mayoría de los investigadores coinciden en que la respuesta superovulatoria 
disminuye con los tratamientos sucesivos, lo que podría argumentar la disminución 
del número de folículos. Autores como Chaubal et al. (3) mencionan que un intervalo 
de 7 días entre sesiones permite el desarrollo de un folículo dominante que 
probablemente ejerce una influencia perjudicial sobre los ovocitos de folículos 
subordinados, estos ovocitos son reportados a ser de menor calidad y ya han pasado 
por la expansión del cumulus y atresia. A lo que recomiendan que las donantes deben 
tener un descanso de por lo menos dos ciclos estrales (36-42 días) entre cada 
superovulación para que no se vea afectado el número de folículos disponibles para 
OPU (98).  
Se estima que los folículos pequeños crecen más lento, y se requieren dos ciclos de 
estro para que los folículos pre-antrales alcancen la etapa antral madura (98). Pero 
podría deberse también al tratamiento empleado, ya que Bo et al. (13), mencionaron 
que el empleo de métodos físicos para el reinicio de la onda folicular, genera 
inmediatamente un aumento en los niveles de FSH en 5 horas y la emergencia de 
una nueva onda de desarrollo 24 a 48 horas después de la eliminación de los folículos 
en cualquier fase del ciclo estral, lo que permite la realización del programa de 
superovulación en este periodo de tiempo. 
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Figura 11: Número total de folículos visualizados en cada repetición, sin considerar 
el tratamiento. 
 
Sin embargo, García et al. (95) consideran que la ablación del folículo dominante 
mediante una punción ovárica adicional conlleva a un mayor estrés para los animales 
que podría influir en el desarrollo de folículos. Adams et al. (43) señalaron que el 
tratamiento con estradiol exógeno durante la fase lútea induce la desaparición del 
folículo dominante existente más no la ovulación. Así mismo Bo et al. (66) ratificaron 
que el benzoato de estradiol al suprimir la FSH y LH, induce la atresia folicular seguida 
de un rebote en la FSH, que estimula la aparición sincrónica de una nueva onda 
folicular. La administración de GnRH produce ovulación del folículo dominante en un 
95% de los animales (99), reiniciando la onda folicular 1 a 2 días después de su 
aplicación (66). La respuesta superovulatoria sincronizando la onda folicular con 
GnRH es similares a la obtenida cuando la onda folicular es sincronizada con estradiol 
(61). 
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Figura 12: Número de folículos visualizados en cada repetición por tratamiento. 
 
4.3. Porcentaje de COC’s recuperados 
 
Chaubal et al. (3) recomendaron el uso de protocolos alternativos que permitan 
estimular los ovarios, aumentando el número de COC’s aptos para PIV. Es así como, 
estimularon el desarrollo folicular empleando únicamente FSH y obtuvieron mayor 
cantidad de ovocitos. De Roover et al. (74) indicaron en su estudio que la estimulación 
con FSH-LH antes de OPU podría tener un efecto positivo en la competencia in vitro 
de desarrollo de ovocitos. Años después Ruiz et al. (80) corroboraron que la 
combinación FSH y LH mejoró el porcentaje de COC’s para PIV, así como también 
indicaron que el uso solo de FSH produjo una asincronía en el crecimiento entre el 
folículo y el ovocito. 
Los resultados obtenidos en esta investigación demostraron que, al comparar 
estadísticamente los tratamientos, no se halló diferencia (P>0,05), aunque la 
estimulación ovárica con FSH-LH al momento de reinicio de la onda folicular inducida 
con benzoato de estradiol, permitió recuperar un porcentaje mayor de COC’s (61,7%) 
con respecto a la ablación folicular (52.4%) y a la administración de GnRH (55.7%) 
(Figura 13).  
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Caso similar ocurre al evaluar el porcentaje de folículos recuperados en cada 
tratamiento por repetición, donde tampoco se evidenció diferencia significativa 
(P>0,05) (Figura 14). Al analizar de forma individual, existió tendencia numérica pues 
en la primera repetición el tratamiento 3 presentó 30% más ovocitos recuperados con 
relación al tratamiento que le sigue o 1.9 y 1.7 veces mayor que en los tratamientos 
1 y 2 respectivamente. El escenario de la segunda repetición es contrario a la primera, 
se observó un menor porcentaje de recuperación del tratamiento 3 (46.7%) en 
comparación a los 64.9% y 59.1% en los tratamientos 1 y 2, respectivamente. En la 
tercera repetición se presentó una situación distinta a las anteriores, en la que los 
porcentajes de recuperación fueron bastantes similares entre tratamientos.   
 
Figura 13: Porcentaje de COC’s recuperados en cada tratamiento. Prueba de Chi 
cuadrado 5%. 
 
Los porcentajes de recuperación de COC’s en la presente investigación fueron 
similares a los obtenidos por autores como Ruiz et al. (80) que obtuvieron un 56.7% 
de recuperación después de la sincronización de la onda folicular administrando 0.2 
mg de GnRH, IM (día 0), seguido por la aplicación de 500 UI de FSH-LH, IM, 48h más 
tarde (día 2). Asimismo, Alvarado et al. (100) al utilizar cuatro vacas Holstein 
sometidas a veinte y cuatro sesiones de aspiración folicular, durante doce semanas, 
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en dos sesiones por semana, lograron visualizar 14.9 folículos y recuperar 8.4 
ovocitos, resultando una tasa de recuperación de 56.3%.  
Samaniego (87) estimuló a vaquillas con Pluset® (FSH-LH) y realizó OPU 48h 
después, y logró un porcentaje de recuperación de COC’s del 80.3%. De Roover et 
al. (74) obtuvieron un porcentaje de recuperación mayor y concluyeron, según los 
resultados de su estudio, que las tasas de recuperación en sesiones de OPU con 
vacas no estimuladas (57%), fue menor que en las estimuladas (79%) cada 2 
semanas. Autores como Vieira et al. (96) estimulando vaquillas Holstein con dosis 
decrecientes de Folltropin®-V (200 mg) después de la sincronización con benzoato de 
estradiol, obtuvieron un porcentaje de 61.1% de COC’s recuperados. 
Por otra parte, Chasombat et al. (84) obtuvieron un promedio de 15.73 ± 1.03 folículos 
luego de 72h de realizar estimulación ovárica una dosis única de 100 mg FSH-p en 
cuatro momentos distintos, después de la ablación folicular, con los cuales lograron 
una tasa de recuperación de COC’s del 80.83%. Mientras que, Giraldo et al. (94) 
obtuvieron un promedio de siete COC’s por animal recuperados por aspiración 
folicular con una tasa de recuperación de COC’s aptos del 40%, solamente realizando 
estimulación con FSH y de 85.6% al emplear FSH-hCG como factor de estimulación 
ovárico. Asimismo García et al. (95), lograron porcentajes de recuperación de COC’s 
por tratamiento de 63.31% y 63.93%, al reiniciar la onda folicular con GnRH y ablación 
del folículo dominante, respectivamente. Sin embargo, en los estudios citados en los 
que se utilizó estimulación ovárica (FSH; FSH-hCG) los folículos visualizados y COC’s 
recuperados fueron mayores a los de la presente investigación.  
El menor porcentaje de COC’s recuperados en la presente investigación, denota 
problema de la técnica empleada (dosis única de FSH-LH); sin embargo, varios 
autores (91, 100, 101) han enfatizado que las diferencias en los resultados podrían 
ser explicados por el protocolo de estimulación utilizado, tipo de hormona o dosis 
administradas, la raza de los animales, el equipo usado para OPU, sin excluir la 
experiencia del operador y el sistema de manejo de los animales. 
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Figura 14: Porcentaje de COC’s recuperado en cada tratamiento por repetición 
Prueba de Chi cuadrado 5%. 
 
4.4. Calidad de COC’s recuperados 
 
Los resultados encontrados en este estudio demostraron que la estimulación ovárica 
con FSH – LH (Pluset®) después de la ablación folicular, tuvo una tendencia numérica 
clara (no diferencia estadística) en el número de folículos con respecto a los otros dos 
tratamientos. El benzoato de estradiol demostró ser el tratamiento menos efectivo 
para estimular el desarrollo de folículos, mientras que, con la aplicación de GnRH se 
obtuvieron resultados aceptables, siendo la segunda mejor alternativa a la 
estimulación ovárica. Aun cuando existió una tendencia numérica del tratamiento 1 
de estimular el desarrollo de mayor número de folículos, con este tratamiento se 
obtuvo el menor porcentaje de recuperación de ovocitos, siendo el tratamiento 3 el 
que logró el porcentaje más alto de recuperación. Asimismo, sin tener la mejor 
efectividad al compararse los tres tratamientos, el tratamiento 2 presentó un 
porcentaje de recuperación de COC’s comparable a los mencionados por muchos 
autores. 
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La calidad del ovocito se puede definir como el conjunto de características que le 
confieren competencia para producir un blastocisto dentro de un sistema de 
producción in vitro. La eficiencia de la punción, basada en el número de ovocitos 
obtenidos en relación al número de folículos aspirados, varía según la raza de los 
animales, estado nutricional y la experiencia del operador. Lo valores de recuperación 
varían entre 50% y 60% (41). El objetivo más relevante fue probablemente la 
evaluación de la calidad de ovocitos obtenidos en cada tratamiento para emplearlos 
en la producción de embriones in vitro. 
Es así que, al analizar el porcentaje de COC´s recuperados en cada tratamiento 
(Figura 15), luego de ser clasificados como aptos y no aptos para la PIV, se 
determinó, que en los tres tratamientos el comportamiento de esta variable fue 
estadísticamente similar. No obstante, el uso de GnRH para estimular el reinicio de la 
onda folicular (tratamiento 2), permitió recuperar un 57,1% de COC’s aptos en 
comparación con los tratamientos 1 y 3, en los que este porcentaje fue entre 5 y 10 
puntos porcentuales menor.  
Si bien al compararse los tratamientos en cada repetición no existió diferencia 
significativa (P>0.05) al valorar el porcentaje de COC’s recuperados clasificados 
como aptos y no aptos para PIV (Figura 16), es interesante puntualizar las 
variaciones que resultaron en cada repetición. Dentro de este marco de ideas, en la 
primera repetición se observó una clara superioridad al usarse GnRH (68.8%) como 
estimulante de la onda folicular en comparación a los tratamientos 1 (37.5%) y 3 
(47.8%). Esta situación se revierte en la segunda repetición, pues en el grupo de 
GnRH se recuperaron entre 2 y 1.6 veces menos COC’s aptos que en los tratamientos 
1 (ablación) y 3 (benzoato de estradiol), respectivamente. No obstante, en las otras 
dos repeticiones estos resultados fueron bastante similares entre tratamientos. 
Al comparar la calidad de los COC’s recuperados en el estudio con resultados 
obtenidos por otros autores, se hizo evidente que el porcentaje de recuperación de 
COC’s aptos (51.9%) fue menor que el obtenido por Samaniego (87) (65.3%) 48 horas 
después de la estimulación con FSH-LH, y al de De Roover et al. (74), quienes 
lograron un porcentaje de 79%.  
Sin embargo, otros autores obtuvieron resultados semejantes a los logrados en este 
estudio, por ejemplo, Ruiz et al. (80) eliminando el folículo dominante con GnRH, 
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seguido de la estimulación ovárica con FSH-LH 48h más tarde, consiguieron un 
porcentaje de 53% de COC’s aptos. Mientras que García et al. (95) y Chasombat et 
al. (84), alcanzaron porcentajes de recuperación de COC’s aptos 48.94% y 44.27% 
respectivamente, los cuales fueron menores a los obtenidos en esta investigación.  
 
.  
Figura 15: Porcentaje de COC’s recuperados clasificados como aptos y no aptos 
para la PIV, en cada tratamiento. Prueba de Chi cuadrado 5% 
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Figura 16: Porcentaje de COC’s recuperados clasificados como aptos y no aptos 
para la PIV, en cada tratamiento por repetición. Prueba de Chi cuadrado 5% 
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5. CONLUSIONES 
 
▪ Se determinó que la aplicación de FSH-LH (Pluset®) en una sola dosis (500 UI, 
IM) en el momento exacto del reinicio de la onda folicular, con los tres tratamientos 
(ablación folicular, GnRH y benzoato de estradiol), probados en este estudio, 
permitió obtener un número similar de folículos (>5mm) disponibles para ser 
aspirados por Ovum pick-up. 
 
▪ La cantidad de complejos cumulo-ovocito obtenidos por OPU, luego de la 
estimulación ovárica con FSH-LH, fue similar entre tratamientos y comparable al 
obtenido en otros estudios a nivel internacional cuando utilizaron estos tipos de 
hormonas en una dosis única. Sin embargo, el número de COC’s estuvo por 
debajo de la respuesta descrita en otros reportes en los que utilizaron varias dosis 
de FSH únicamente. 
 
▪ El porcentaje de COC’s aptos para la producción de embriones in vitro se 
encuentran dentro de los parámetros establecidos por varios autores al utilizar 
estimulación ovárica, con FSH o FSH combinada con LH (Pluset®). 
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7. ANEXOS 
 
Anexo 1: Materiales cotidianos de campo  
 
 
Materiales básicos. Fuente: Autores. 
 
 
 
Materiales para OPU. Fuente: Autores. 
. 
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Anexo 2: Materiales y Hormonas para sincronización  
 
Benzoato de estradiol (Grafoleón NF). Fuente: 
Autores. 
 
Implante de progesterona (DIB® 0.5g). Fuente: 
Autores. 
 
Implantador DIB® 0.5g. Fuente: Autores. 
 
PGF2α (Lutaprost® 250). Fuente: Autores. 
 
Parches detectores de celo. Fuente: Autores. 
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Anexo 3: Materiales empleados en los Tratamientos  
Método farmacológico 
 
 
GnRH (Fertagyl®). Fuente: Autores. 
 
BE (Grafoleón NF). Fuente: Autores. 
 
Método mecánico: ablación folicular 
   
 
Lidocaína (ROXICAINA® 2%), Xilacina (Dormi-XYL® 2). Fuente: Autores. 
. 
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Equipo de ultrasonido ALOKA® ProSound2 Vet. 
Fuente: Autores. 
 
Transductor sectorial. Fuente: Autores. 
 
Porta sonda. Fuente: Autores. 
  
Bomba de aspiración. Fuente: Autores. 
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Anexo 4: Material usado para estimulación ovárica  
 
 
FSH-LH (Pluset®). Fuente: Autores. 
 
 
PRESENTACIÓN  
Caja con 2 viables de 1000 U.I. de FSH y 1000 U.I. de LH 
APLICACIÓN  Inyectable 
DESCRIPCIÓN   
Inducción de la superovulación en vacas para incrementar el número 
de embriones producidos por las vacas  
COMPOSICIÓN  
Hormona folículo estimulante (FSH) 500 U.I. 
Hormona luteinizante (LH) 500 U.I. 
Vial de disolvente c.s.p. 20 ml. 
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Anexo 5: Materiales y secuencia para Ovum pick-up 
 
 
Sedación  
  
  
Manga de contención. Fuente: Autores. 
  
Xilacina (Dormi-XYL® 2). Fuente: Autores. 
 
Bloqueo epidural 
 
 
Corte zona lumbosacra. Fuente: Autores. 
 
Lidocaína (ROXICAINA® 2%). Fuente: Autores. 
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Asepsia  
   
 
Vaciado de contenido rectal. Fuente: Autores.  
  
Desinfección. Fuente: Autores. 
 
Aspiración folicular 
 
 
 
 
 
 
Equipo de OPU Fuente: Autores.   
Visualización de folículos. Fuente: Autores. 
  
PBS. Fuente: Autores. 
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Anexo 6: Plantilla de registro del número de folículos visualizados   
 
 
                          
    FECHA:       HORA:      
                
  DOCTOR A CARGO:      TRATAMIENTO:      
                
          REPETICIÓN:     
                
   IDENTIFICACIÓN 
DONANTES 
N° DE FOLICULOS >5mm  ASPIRADOS  
OBSERVACIONES 
  
     
  N° ARETE  O. DERECHO    O.IZQUIERDO TOTAL   
  
1 
        
  
  
    
    
  
2 
        
  
  
    
    
  
3 
        
  
  
    
    
       TOTAL           
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Anexo 7: Materiales a nivel de laboratorio  
 
Filtro EMCON. Fuente: Autores. 
 
Cajas Petri. Fuente: Autores. 
  
Estereomicroscopio. Fuente: Autores. 
 
 
 
Pipetas. Fuente: Autores. 
 
Platina de calefacción. Fuente: Autores. 
. 
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Anexo 8: Plantilla de calificación de COC’s   
 
 
 
                                  
     FECHA:           HORA:     
                   
    TECNICO A CARGO:            REPETICIÓN:     
                   
                   
                   
   
TRATAMIENTO 
N° DE FOLICULOS >5mm  
ASPIRADOS  
CLASIFICACIÓN COC´s 
OBSERVACIONES 
  
    Aptos 
TOTAL 
No Aptos 
TOTAL 
  
  N° A B C D   
  
1 
          
    
    
  
    
  
2 
          
    
    
  
    
  
3 
          
    
    
  
    
      
   TOTAL      TOTAL         
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Anexo 9: Operacionalización de las variables 
 
Problema Hipótesis Variable Dimensiones Indicador Escala 
 
Estadística  
Necesidad de 
estimular los 
ovarios con 
protocolos 
alternativos 
El número y calidad de 
ovocitos obtenidos por 
Ovum pick-up en 
vaquillas Holstein 
mestizas estimuladas 
con FSH-LH, difieren al 
utilizar la sincronización 
previa de la onda 
folicular con Benzoato 
de estradiol (BE), 
GnRH y Ablación 
folicular 
 
Independiente 
cuantitativa: 
Tratamientos de 
estimulación ovárica: 
1.-GnRH+(FSH-
LH)+OPU 
2.-Estradiol+(FSH-
LH)+OPU 
3.-Benzoato de 
estradiol+(FSH-
LH)+OPU 
Tres tratamientos 
de estimulación 
ovárica en el cual 
diferente el 
mecanismo 
(farmacológico y 
mecánico) que 
reinicia la onda 
folicular 
Protocolo Dosis/T 
 
 
 
 
 
Anova  
 
 
     
    
   
 
     
 
Dependientes 
cuantitativas: Número de 
folículos entre 4-
8mm disponibles 
para la OPU 
Número de 
folículos 
Numérica  
 
1.-Foliculos disponibles 
en el momento de la 
OPU 
  
Anova 
2.-COC´s recuperados 
por OPU 
Número de COC´s 
recuperados por la 
OPU 
Número de 
COC´s 
Numérica 
 
 
Anova 
  
 
3.-Calidad de COC´s 
Cantidad de 
COC´s clasificados 
como aptos y no 
aptos para la PIV 
1.-Aptos 
2.-No aptos 
1. A y B 
2. C y D 
 
 
 
Anova 
   
       
 
 
